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DESCRIPTION 



La pr&ente invention conceme de nouveaux leactifs de maixjuage de molecules biologiques, 
un precede de synthese desdite marqueurs ainsi que des applications pour le marquage de molecules 
5 biologiques en particulier dans le domaine du diagnostic utilisant I'analyse des acides nucleiques.. 

L'etat de la technique montre que de nombreuses m6thodes existent pour maiquer des 
nucleotides, des oligonucleotides ou des acides nucl6iques. 

Une premiere methode consiste i fixer le marqueur sur la base, que celle-ci soitnaturelle ou 
10 mbdifiee. Une deuxieme m6thode propose de fixer le marqueur sur le sucre, la encore qu'il soit 
nalurel ou modifie. Une troisi^me methode a pour objet la fixation du marquem- sur le phosphate. 

Le marquage sur la base a ete notamment utilise dans Fapproche de marquage des acides 
nucleiques pai- incorporation de nucleotides directement marques. 

Le marquage sur le sucre est souvent utilise dans le cas des sondes nucleiques preparees par 
15 synfhese cliimique. 

Le marquage sur le phosphate a ete aussi utilise pour introduire des bras fonctionnalises et 
des marqueurs lors de la synthese chimique des oligonucleotides. 

En feit rhomme du m6tier, qui doit efifectuer un marquage d'un nucleotide, ou d'un analogue 
20 de nucleotide ou d'un acide nucleique, est enclin a effectuer cette fixation sur la base ou sur le sucre 
qui lui offi-ent plus de commodite et d'alternatives. C'est d'aillems ce qui ressort de I'etude de 
nombreux documents, tels que EP-A-0.329.198, EP-A-0.302.175, EP-A-0.097.373, EP-A- 
0.063.879, US-A-5,449,767, US-A-5,328,824, WO-A-93/16094, DE-A-3.910.151, EP-A- 
0.567.841 pour la base ou EP-A-0.286.898 pour le sucre. 

J5 

La fixation du marqueur sur le phosphate est une technique plus complexe que la technique 
consistant a fonctionnaliser la base ou le sucre et a ete bien moins utilisee notamment a cause de la 
faible reactivit6 du phosphate (voii- par exemple Jenclcs W.P. et al J. Amer. Chem Soc, 82, 1778- 
1785, 1960). De mepie dans la revue de O'Donnel et Mc Laughlin («Reporter groups for the 
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analysis of mxcleic acid structure », p 216-243, dans «Bioorganic Chemistr}^ : Nucleic Acids », Ed 
Hecht S.M., Oxford Universitj^ Press, 1996) portant sur les methodes d'introduction de sondes dans 
les fiagments d'oligonucleotides, Falkylation efficace du phosphodiester iiitemucleotidique est 
coiisideree comrne etant impossible. 

5 

La demande de brevet WO-A-99/65926 decrit un precede de marquage d'un acide 
ribonucleique (AKN) de synthese ou naturel qui consiste a firagmenter TARN* et a mai'quer au niveau 
du phosphate tenninal. Ce document decrit un certain nombre de fonctions pouvant eb-e utilisees 
pour le marquage en liaison avec la fi^gmentation conmie les fonctions hydroxyle, amine, hydrazine, 

10 alcoxyamine, halogenure d'aLkyle, halogenure d'alkyle de type ben2ylique et en particulier le derive 
5-(bromomethyl)fluoresceine. Ces fonctions pemiettent de marquer les acides nucleiques, mais il faut 
associer une etape de fiagmen^tion pour avoir un marquage efficace car ce marquage se produit sur 
le phosphate fibere lors de la fragmentation. De plus, il faut ajouter un exces important de reactif de 
marquage par rapport a TARN pour obtenir un marquage efficace ce qui induit des problemes de 

15 bruit de fond g6neres par le marqueur en exces. Enfin, cette mefhode ne fonctionne pas efficacement 
sur de FADN double brin. 

II existe done un besoin poui" de nouveaux reactifs qui soient efficaces du point de we du 
rendement de marquage, qui soient specifiques au niveau de la position de marquage et en particulier 
20 qui n'aflfectent pas les proprietes d'hybridation des bases impliquees dans la formation de la double 
helice, par Fintemiediaire des liaisons hydrogenes, qui soient utOisables a la fbis pour TADN et 
P ARN, et enfin qui pemiettent de maiquer indifferemment des nucleotides, des oligonucleotides, des 
acides nucleiques naturels ou prepares par amplification enzymatique, 

25 La Demanderesse a deja propose de tels nouveaux marqueurs qui repondent aux conditions 

piecitees et qui utilisent la fonction diazomethyle comme fonction reactive pour le marquage. C'est 
par exemple le cas dans les demandes de brevet WO-A-02/090319 et WO -A- 02/0905 84 ou dans 
Tarticle de Laayoun et al pam dans Bioconjugate Chem. 2003, 14, 1298-1306 et intitule : « 
Aryldiazometlianes for Universal Labelling of Nucleic Acids and Analysis on DNA Chips », auxquels 




le lecteur peut se referer afin de mieux comprendne les modes de synthese et d^utilisation de tels 
coiistituants. 

Ainsi la fonction diazomethyle (de formule -CCNs)-) a deja ete utilisee pour Falkylation des 
groupements phosphates, mais un certain nombre de problemes se posent. D'une part, les reactifs 
5 incorporant au moins uiie fonction diazo en general sent instables par eux-memes, ce qui pose des 
problemes pour Tutihsation de ces reactifs dans un kit de marquage, ce qui est redhibitoii-e si le 
produit marque a pour fonction de mettre en evidence la presence d'une molecule cible biologique 
dans un echantillon quelconque. 



10 Enfin les reactif portant la fonction diazomethyle et associes a certains marqueurs, tels que la 

biotine, sont pen solubles dans I'eau, ce qui conduit a utiliser des solvants organiques qui sont 
missibles a Peau pour le couplage avec des molecules biologiques, qui ne sont solubles que dans 
Feau ou des tampons aqueux, mais ces solvants, presents en concentration importante dans la 
reaction de marquage, ralentissent la vitesse de reaction et done nuisent a refficacite du couplage. 

15 

Les reactifs de marquage preconises par les documents WO-A-'02/090319 et WO-A- 
02/090584 ci-dessus mentionnes resolvent aussi ces problemes techniques, Le contenu de ces 
demandes est incorpore ici pour reference. 

20 Toutefois merne si ces molecules et precedes de marquage sont particulierement efficaces, 

la Demanderesse a reussi a trouver de nouvelles molecules et de nouveaux proc6des qui ameliorent 
encore refficacite du marquage. L'invention consiste en I'utilisation de bras polyamines qui, a I'instar 
des bras efhyieneglycols, permettent Teloignement de la biotine pai* rappoit au centre reactif 
(fonction diazo). Ainsi on obtient une meilleure solubilite en miUeu aqueux, grace a Tintroduction du 

25 bras hyrophile, avec la possibilite de protonation des amines en milieu aqueux a pH neutre, ce qui 
produit une attraction entre les acides nucleiques, charges negativement et le manjueur avec deux 
consequences principales : 

* marquage plus rapide, ce qui peut etre particulierement interessant pour les echantillons a 
faible concentration, et 
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© Stabilisation de la double helice par neutralisation des charges negatives des phosphates. 
De plus ces nouvelles molecules permettent la mise en (suvre de precedes pouvant fonctionner en 
milieu acide, ce qui est particulierement interessant pour des molecules incorpoiunt des fonctions 
diazo. Ainsi la selectivite des teactifs portant una fonction diazo est done plus importante en milieu 
5 acide. La solubilite apportee aux chdEaes polyamides faciUte done le lavage tout en diminuant le bruit 
de fond lors de la detection ulterieure, voire mSme Teliniination pure et simple de Tetape de 
purification 

Selon un premier mode de realisation de I'invention, celle-ci propose un reactif de 
10 marquage stable a la temperature de formule (0) : 



^2. 



dans laquelle : 

® R* lepresente H ou un groupe alkyle, ary le ou aiyle substitue, 

® represente un marqueur d6tectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 
15 par au moins xme stmcture multimerique, 

@ L est un bias de liaison comportant un enchaSnement lineaire d*au moins deux liaisons covalentes 

et n un nonibre entier egal a 0 ou 1, 
# et R"^ representent independamment Tun de Fautre : H, NO2, CI, Br, F, I, -(L)^-Y-X-, OR, 
SR, NRi, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH~(CH2)3-(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 
20 CO--NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R^ avec R = alkyle ou aryle, 

® A est un bias de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier compris enti-e 
0 et 2, preferentiellement de 0 ou 1, 
® ^Y-X- represente ~CONH-, -NHCO~, -CH2O-, -CH2S-, 
25 ^ -Z- represente -NH-,-NHCO^,-CONH-ou~0-, 
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® m est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, et 
9 p est iin nombre entier compris enti-e 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 

Selon nn deuxieme mode de realisation de Tinvention, celle-ci conceme irn reactif de 
mai-quage, selon la revendication 1, de formule (1) : 



® R'- represente uxi marqueur detectable ou au moins denx marqueurs detectables lelies entre eux 
par an moins nne structure multimerique, 
10 ® L est un bras de liaison comportant un enchaihement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1, 



SR, NR., R, NHCOR, CONHR, COOR, -C0-NH-(CH2)3-(O-CH2-CH2)3-CH2-NH-.R^ - 
CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2~NH-R- avec R - allcyle ou aiyle, et 
15 <s -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH2O-, -CH2S-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 1 0, preferentiellement entre 1 et 3, et 
® p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 

Avantageusement, selon une variante des deux premiers modes de realisation, la valeur p 
est inferieure ou egale a la valeur m dans la fonnule (0) ou (1) du reactif. 

Selon un troisieme mode de realisation, la presente invention propose un reactif, selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 4, de fonnule (2) : 




5 



'N2 



dans laquelle : 

® R* represente H ou un groupe alkyle, aiyle ou aryle substitue. 



® R^ et R^ representent independaninient Vim de Fauti-e : H, NO2, CI, Br, I, R^ -(L)^-Y-X-, OR, 




dans laquelle : 
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• R} represente H ou un gi-oupe allQ^e, aryle ou aryle substitae, 

« i-epresente un marqueur detectable ou au moins deux mai-queurs detectables relies entre eux 
par au moins una structure multiinerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchatnement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombie entier egal a 0 ou 1, 

® et R^ representent independamment Pun de rautre : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)n-Y-X-, OR, 
SR, NRa. R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NHKCH2)3-(0-CH2-CH2)3"CH2-NH-R^ - 
CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R^ avec R- alkyle ou aiyle, et 

® q est un nombrc entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3 

Selon un quatrieme mode de realisation, la presente invention decrit un reactif, selon Tune 

quelconque des revendications 1 a 4, de foimule (3) : 




dans laquelle : 

® R^ represente H ou un groupe alkyle, aiyle ou aryle substitue, 

® R^ represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 

par au moins une structure multimerique, 
® L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaii'e d'au moins deux liaisons covalentes 

et n un nombre entier egal a 0 ou 1, et 
• R^ et R^ representent independamment Fun de Tautre : NO2, CI, Br, F, I, R^ -(£)„- Y-X-, OR, 

SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3"(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 

C0-NH-(CH2)3"(0'-CH2'-CH2)4-CH2-NH-R2 avec R = alfcyle ou aiyle. 

Selon une variante associee au quatrieme mode de realisation de Tinvention, R^ est 
consitute par un residu D-Biotine de formule (4): 
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15 



20 




Avantageusement et quel que soit le mode de realisation precedemment evoque du reactif, 
est consitute de : CH3, et et R"^ representent chacun : H 

Avantageusement et quel que soit le mode de realisation ou variante precedemment 
evoque(e) du reactif, la stmcture "•(L)n- est constituee par : 

® la speimine ou N,N'-Bis(3-aaiinopropyl)- 1 ,4-diaminobutane : NH2-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH- 
(CH2)3-NH2, ou 

® la spermidine ou N-(3-aniinopTOpyl)- 1 ,4-butandiamine : H2N-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH2, ou 

® un derive contenant un motif alanine : NH2-CH2-CH2-COOH. 

Selon un cinquieme mode de realisation de Tinvention, celle-ci a trait egalenient un reactif 

de marquage stable a la temperature de formule (6) : 

N2 
1! 

C 

■>2 




^ ^ R-" R^ 
dans laquelle : 

® R' represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aiyle substitue, 

* R^ represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 

par au moins une stmcture multimerique, 
® L est un bras de liaison comportant un enchaiuement liQeaii*e d'au moins deux liaisons covalentes 

et n un nombre entier egal a 0 ou 1, 
^ R^ et R"* representent independamment Fun de Tautre : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)^- OR, 

SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)3~CH2-NH-R^ - 

C0-NH-.(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R2 avec R = alkyle ou aiyle. 
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10 



15 



20 



© A est xin bras de liaison comportant au moins ime double liaison covalente pemiettant la 
conjugaison de la fonction diazo a\^ec le cycle aromatique et u est im nombre entier compris entre 
0 et 2, preterentiellement de 0 ou 1, 

* represente -CONH-, -NHCO-, --CHaO-, -CH2S-, 

• -Z- represente -NHCO-, -CONH^ ou -0-, 

c m est nn nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, et 
® p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 

Selon im sixieme mode de realisation, I'invention propose un reactif de marquage stable a 
la temperature de formule (7) : 




25 



dans laquelle : 

® represente H ou xm groupe aliyle, aryle ou aryle substitue, 

® represente un marqueur detectable ou au moins deux mai'queurs detectables relies entre eux ^ 

par au moins une stmcture multimeriqiie, 
® L est un bias de liaison comportant un enchaJaiement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 

et n un nombre entier egal a 0 ou 1, 
@ et R^ representent independamment Fun de Fautre : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)n-Y-X-, OR, 

SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3"(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 

C0^NH~(CH2)3-(0~CH2-CH2)4-CH2-NH"R2 avec R = alkyle ou aiyle, 
« -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, ^CHsO-, -CH2S-, 

• -Z- represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10^ preferentiellement entre 1 et 3, 

Avantageusement et quel que soit le mode de realisation ou variante precedemment 
evoque(e) du reactif, L comprend im motif -(0-CH2~CH2)-, repete de 1 a 20 fois, 
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preferentieBement de 1 a 10 fois, et encore plus preferentiellement de 2 a 5 fois, -Z- etant alors 
represente par-NH-, -NHCO- ou -CONH-. 

L'invention conceme egalement rni precede de synthese d'un reactif de marquage, selon 
5 les modes de realisation precedents, comprenant les etapes suivantes : 

a) on dispose d'un marqueur ou d'un precurseur de marqueur possedant une fonction 
reactive R^, 

b) on dispose d'lm bras de liaison de fomiule (8) : 

10 dans laquelle : 

® -Z- represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou 

® m est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entt'e 1 et 3, 
® p est nn nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, 
® R'^ et R^ representent deux fonctions reactives identiques ou difieientes, 
15 c) feit reagir ensemble la fonction reactive dudit marqueur ou precuiseur de 

marqueur avec la fonction R^ du bras de liaison de formule (8) en presence d'au moins un agent de 
couplage pour former une liaison covalente, R^ et R'^ etant compI6mentaires, 
d) on dispose d'un derive de formule (9) : 



R^ 

Y 




20 dans laquelle : 

® R^ represente H ou im groupe allcyle ou aryle ou aiyle substitue, 

• L est un bias de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1, 
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® et R"^ representent iiidependamnient Tun de Taiitxe : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)n-Y-X-, OR, 
SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)3>CH2-NH-R% - 
CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R" avec R= aDQ^e ou aryle, 

® ^Y-X" represente -CONH-, -NHCO-, -CH2O-, -CH2S-, 
5 ® A est un bras de liaison comportant au moins uae double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazometliyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier egal a 
0 ou 1, et 

© R^ represente une fonction reactive complementaire de R^, 

e) on fait reagir ensemble la fonction reactive R^ du derive de formule (9) avec la fonction 
10 R^ du bras de liaison de formule (8) en presence d'au moins un agent de couplage pour former une 

liaison covalente, 

f) on fait reagir Fhydiazine ou un de ses derives sur la fonction cetone ou aldehyde poiar 
former une hydrazone, et 

g) on transforme Thydrazone en fonction diazomefhyle a Taide d'un tcaitement appropri6. 
15 Avantageusement, le procede de synthese pent egalement comprendre : 

® une etape supplementaire de protection de la fonction cetone ou aldehyde du compose (9), et 
® une etape supplementaire ulterieure de deprotection de ladite fonction cetone ou aldehyde. 

L'invention conceme aussi un procede pour le marquage d'une molecule biologique, en 
particulier un acide nucleique, comprenant la mise en contact en solution homogene, dans un tampon 
20 sensiblement aqueux, d'lme molecule biologique et d'un reactif, selon les modes de realisation 
pr6c6demment 6voques. 

L'invention conceme encore une molecule biologique marquee susceptible d'Stre obtenue 
par le procede, selon la revendication de marquage ci-dessus. 

25 L'iavention concerne egalement un procede de marquage et de fragmentation d'un acide 

nucleique simple ou double brin comprenant les etapes suivantes : 

• fragmenter Tacide nucleique, 

• attacher un marqueur sur au moins un des fragments par Tintennediaire d'un reactif de marquage 
choisi parmi les reactifs, selon les modes de r6alisation precedemment evoques, 
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ledit reactif se couplaiit de maniere covalente et majoiitaire sur au moins un phosphate dudit 
fmgment 

Avantageusement le precede de marqmge et de fiagmentation s'effectue a Taide d'mi 
reactif de mai-quage qui est choisi parmi les composes de fomiule (3) : 



Ri_(iqHiCIl2-'CH2)3-M^ 



dans laquelle : 

• represente H ou un groupe alkyle, aiyle ou aiyle substitu6, 

® R- represente un marqueur detectable ou au moins deux maiqueurs detectables relies entre eux 
par au moins une structure multim6rique, 

10 • L est un bras de liaison compoitantunencA^emantlineaired'au moins deux liaisoi^ 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1 , et 

• R^ et representent independamment Tun de I'autre ; H, NO2, CI, Br, F, I, -(L)„-Y-X-, OR 
SR, NRo, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 
CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R' avec R = alkyle ou aiyle. 

Selon une premiere variante de realisation du proced6 de marquage et de fiagmentation, la 
fiagmentation et le marquage sont eflfectues en deux etepes. 

Selon une seconde variante de reaKsation du proc6de de marquage et de fiagmentation, la 
fiagmentation et le marquage sont effectues en une 6tape. 

Quel que soit le proc6d6 de marquage et de fiagmentation, le marquage s'efifectue en 
20 solution homagene sensiblement aqueuse. 

Quel que soit le procede de marquage et de fiagmentation, la fiagmentation s>fFectue par 
voie enzymatique, physique ou cliimique. 



Lapresente invention conceme aussi tout adde nucleique marque suscept&le d'Stre obtenu 
25 par le procede de marquage et de fiagmentation precedent 
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La presente invention conceme encoi-e im kit de detection d'lin acide nucleique cible 
comprenant im acide nucleique marque, tel que defini ci-dessus. 

La presente invention conceme toujours un support solide sur lequel est fixe au nioins un 
5 neactif, tel que defini ci-dessus. 

La presente invention conceme enfin un procede de capture d'acides nucleiques 

comprenant les etapes suivantes : 

@ on dispose d'lin support solide sur lequel est fixe directement ou indirectement au moins une 
10 molecide biologique, definie precedemment, ou un acide nucleique, defini egalement 

precedemment, la molecule biologique ou I'acide nucleique comprenant une fonction 
diazomefhyle, 

® on met en contact un echantillon biologique susceptible de contenir des acides nucleiques libres, 
et 

15 » on lave le support solide ou la (ou les) molecule(s) sont fixee(s) de maniere covalente au moins a 
un acide nucleique. 

Par « stracture midtimerique », on entend un potymere fomie d'unites repetees de synthons 
chimiques ou biologiques. Un exemple est cite dans Texemple 34.2 de la description de la demande 
20 de brevet WO-A-02/090319. L'homme du metier est invite a se referer a ce document si celui-ci 
tt'ouvait les informations ci-apres developpees insufBsantes pour sa complete comprehension sur ce 
sujet De nombreuses variantes de telles stmctures utilisables dans la presente invention sont 
connues, comma par exemple : 

® lespolymereslineaiies (EP-A-0.56 1.722, EP-A~0,669.991X 

25 ® les polymeres ramifies (WO- A- 0 1 /923 61), 

• les particules (EP-A^O 827 552), 

• les dendiimeres (US-A-4,507,466 ; US-A-4,568,737 ; US-A-6,083,708), 

• les polynucl6otides, et 
» les polypeptides. 
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Si cela s'averait necessaire, rhoninie du metier peut egalement se refeier a ces documents pour xine 
paifaite comprehension sur ce sujet. 

^ Par «marquem- detectable », on entend au moins lui marqueur capable de .generer 
5 directement ou iiidirectement iin signal detectable. Une liste non limitative de ces marqueurs suit : 
^ les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimetiie, fluorescence, 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la p-galactosidase, la 
glucose-6-phosphate deahydrogenase, 
® les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants, 
10 ® les groupements a densite electronique detectable par microscopic electronique ou par leur 
propriete electrique comme la conductivite, ramperometrie, la voltonetrie, Fimpedance, 
® les groupements detectables, par exemple dont les molecules sent de taiUes suffisantes pour 
induire des modifications detectables de lem-s caracteristiques physiques et/ou cliimiques, cette 
detection peut etre realisee par des methodes optiques comme la diffiaction, la resonance 
15 plasmon de surface, la variation de surface, la variation d'angle de contact ou des methodes 
physiques comme la spectroscopic de force atomique, Teffet tunnel, 
® les molecules radioactrves comme le le ^^S ou le ^^^I. 

De preference, le marqueur n'est pas un marqueur radioactif pour eviter les problemes de securite 
lies a ces marqueurs. 

20 Dans un mode de realisation particulier de la presente invention le marqueur est detectable 

electrochimiquement, et en particulier le marqueur est un derive d'un complexe de fer, comme un 
ferrocene. 

Des systemes indirects peuvent etre aussi utilises, comme par exemple des ligands capables 
de reagir avec un anti-hgand. Les couples ligand/anti-ligand sont bien connus de rhomme du metier, 
25 ce qui est le cas par exemple des couples suivants : biotine/streptavidine, haptene/anticoxps, 
antigene/anticoips, peptide/anticoips, sucre/lectine, polynucleotide/ complementaire du 
polynucleotide. Dans ce cas, c'est le ligand qui porte la fonction reactive diazomethyle. L'anti-ligand 
peut etre detectable directement par les maiqueurs decrits au paragraphe precedent ou etre lui- 
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meme detectable par un autre couple ligaiid/anti-ligaiid. Ce systeme d'empilement est illuslxe dans les 
exemples. 

Un autre exemple de systenies indirects utilise une liaison covalente specifique entre le ligaad 
et Tanti-ligand par exemple methylcetone et alccxyamine. Des exemples de ce systeme sent decrits 
5 dans les demandes de brevet WO-A-00/40590 et WO-A-98/05766. Ces systemes de detection 
indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, a une amplification du signal et Ton poiirra se 
reporter aux demandes de brevet anterieures WO-A-00/07982, WO-A-01/92361 et WO-A- 
95/08000 pour des exemples d' amplification chimique en utilisant des polymeres ou a la demande 
WO- A-0 1/44506 pour les systemes d'amplification chimique par empilement. 

10 

Dans un mode particulier de Tamplification de signal, au moins deux marquems sent presents 
sur le reactif de marquage. 

Dans un mode prefere de I'invention, le traceur est un compose fluorescent de faible 
15 encombrement st6riqtKJ comme la fluoresceine, Fhexachlorofluorescein (HEX), le dansyl (edans), la 
rhodamine, la tetramethykhodamine (5 ou 6-TAMRAX la carboxy-X-rhodamine (ROX), les chromophores 
du type NIR (LI-COR Inc, Lincoln ME, USA), des derives cyanines comme le Cy5 et le Cy3 
(Randolph J3, and al. Nucleic Acids Res., 25(14), p2923-2929, 1997) et en particulier les derives 
du Cy5 ou bien le traceur est un haptene de faible encombrement sterique comme la biotine, le 
20 dinittohenyle, ou un derive de Pabietane (voir la demande WO-A-00/07982). Par faible 
encombrement sterique, on entend un poids moleculaire inferieur a 1000 g/mole. 

Dans le cas d'un fluorophore, il est preferable de travailler avec des fluorophores dont la 
longueur d'onde d'excitation est superieure a 450 nm, de pr6ference superieure a 600 nm. 

Dans le cas ou le traceur est tin haptene qui ne produit pas de signal par lui-mgme comme 
25 par exemple la biotine, la detection est realise par la reconnaissance d'un anti-ligand marque conune 
decrit plus haut. Dans le cas de la biotine, on utilise de preference de la stieptavidine ou un anticorps 
anti-biotine couple a un compose fluorescent comme la fluoresceine, Cy5 ou la phycoerythrine. Dans 
le cas de Tabietane, on utilise un anticorps monoclonal comme decrit dans la demande de brevet 
WO-A-00/07982. 
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En particiilier les reactifs de mai-quage de I'invention sont solubles dans des solvants polaires 
comme le DMF, le DMSO, CH3CN, THF, DMA (dimethylacetaniide), NMP (N- 
methylpyrrolidoneX DME (diniethoxyetliane). 

De preference les reactifs de marquage sont solubles dans le DMSO ou Teau. 

Par solvant niiscible a Peau, on entend un solvant qui est miscible dans une proportion d'au 
moins 5% en vokrnie avec de Feau ou un tampon aqueux contenant des sels. 

Avantageusement dans les formules precedentes, le bras L coraprend un motif ethylene 
glycol ou polyethylene glycol pour augmenter la solubilite du reactif dans Feaa 

A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison de type ethylenique 
pertnettoit la conjugaison de la fonction diazomethyle avec le cycle aromatique. Le bras de liaison A 
a pour fonction d'eloigner la fonction diazomethyle du cyle pour diminuer rencombr^ment sterique 
tout en conservant la stabilite de la fonction diazomethyle. Par « conjugaison », on entend la 
delocaUsation electronique du cycle aromatique le long de la chaxne carbonee du bras de liaison A. A 
titre d'exemple, le bras A pent avoir la stracture suivante : 



— CH=CH- 



ou 



—I V 



1 

-C=CH 



ou 



plO 

f r 

— C=CH-j-CH=CH- 



v-1 



dans laquelle : 

• V est un nombre entier compris earitre 1 et 1 0, de preference v est 1 ou 2, et 

• est H ou un groupement alkyle, de preference R'° est H, metiiyle ou ethyle. 

Ces reactifs peuvent ainsi se fixer en phase homogene sur les molecules biologiques, la phase 
homogene etant constituee d'une solution sensiblement aqueuse c'est k dire contenant au moins 50% 
d'eau. 

Par «mol6cule biologique», on entaid un compose qui possede au moins un site de 
reconnaissance lui permettant de leagir avec une mol6cule dble d'intet^ biologique. A titre 
d'exemple on peut citer comme molecules biologiques les acides nucleiques, les antigenes, les 
anticorps, les polypeptides, les prot6ines, les haptenes. 
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Le temie « acide nucleique » sigtiifie im enchaiaement d'au moins deux desoxyribomicleotides 
ou ribonucleotides comprenant eventiiellement au moins un nucleotide niodifie, par exemple au moins 
uii nucleotide compoitant uiie base modifiee, telle que I'inosine, la metliyI-5-desoxyc3^idine, la 
dimethylamino-5--desoxyuridine, la desoxyuridine, la diaixiino-2,6-purine, la bnomo-S-desoxyuridine 

5 ou toute autre base modifiee peimettant Thybridation. Ce polynucleotide peut aussi etre modifie au 
niveau de la liaison interaucleotidique comma par exemple les phosphorothioates, les H- 
phosphonates, les alkyl-phosphonates, au niveau du squelette comma par exemple les alpha- 
oligonucleotides ( FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., X Am. Chem. Soc, 114, 1895- 
1897, 1992 ou les 2' O-aUcyl ribose. L'acide nucleique peut etre naturel ou synthetique, un 

10 oligonucleotide, un polynucleotide, un fiagment d'acide nucleique, un ARN ribosoniique, un ARN 
messager, un ARN de transfert, un acide nucleique obtenu par une technique d'amplification 
enzymatique telle que : 

* PGR (Polymerase Chain Reaction), decrite dans les brevets US-A-4,683,195, US--A-4,683,202 
et US-A-4,800,159, et sa deriv6e RT-PCR (Reverse Transcription PGR), notamment dans un 
15 format en une etape, tel que decrit dans le brevet EP-B-0.569.272, 

® LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par example dans la demande de brevet EP-A- 

0.201.184, 

« . RCR (Repair Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet WO-A-90/01069, 
» 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO- A-90/06995, 
20 « NASBA (Nucleic Acid Sequence- Based Amplification) avec la demande de brevet WO-A- 
91/02818, et 

® TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US- A-5,399,49 1 . 
® RCA (Rolling Circle Amplification (US-6,576,448). 

On parle alors d'amplicons pour designer les acides nucleiques generes par une technique 

25 d'amplification en2ymatique. 

Chacune de ces modifications peut eti*e prise en combinaison pour peu qu'au moins un 
phosphate soit present dans Tacide nucleique. 



Par « polypeptide », on entend un enchatoement d'au moins deux acides amines. 
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Par « acides amines », on enteaid : 
® les acides amines prunaires qui codent poxir les proteines, 

® les acides amines derives apres action enzymatique, comrae la trans-4-hydroxyproline, 

® les acides amines natoels, mais non presents dans les proteines comme la norvaline, la N-methyl- 

L leucine, la staline (voir Hunt S. dans Chemistry and Hochemistty of the amino acids, Barett 

G.C., ed., Chapman and Hall, London, 1985), et 
® les acides amines proteges par des fdnctions chimiques utiKsables en synthese sur support solide 

ou en phase liquide et les acides amines non naturels. 



Le ternie «haptene » designe des compos6s non immnnogenes, c'est-a-dire rncapables par 
eux-memes de promouvoir une r6action immimitaire par production d'anticoips, mais capables d'etre 
reconnues par des anticoips obtenus par immunisation d'animaux dans des conditions connues, en 
particulier par immunisation avec un conjugue haptene-proteine. Ces composes ont generalement 
une masse moleculaii e inferieure a 3000 Da, et le plus souvent inferieuie a 2000 Da et peuvent Stre 
15 par exemple des peptides glycosyl6s, des metaboUtes, des vitamines, des honnones, des 
prostaglandines, des toxines ou divers medicaments, les nucleosides et nucleotides. 

Le terme «anticorps» inclut les anticoips polyclonaux ou monoclonaux, les anticotps 
obtenus par recombinaison genetique, et des fragments d'anticoips tels que des fragments Fab ou 
F(ab')2. 

20 Le terme « antigene » designe un compose susceptible de generer des anticoips. 

Le terme «proteine» inclut les holoproteines et les h6t6roproteines comme les 
nucleoproteines, les lipoproteines, les phosphoprot6ines, les metalloproteines et les glycoproteines, 
aussi bien fibreuses que globulaires sous leur forme conformationnelle catactetistique. 

Avantageusement la moMcule biologique possede un groupe phosphate, c'est-i-dire ayant 



25 au moins un motif : 



— O— P— O — ou — o— P— O" 

o o 
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qm est soit present naturellement dans la molecule biologique, soit pent etre introduit par exemple par 
modification chimique ou enzymatique. Des exemples de modification cliimique pour les proteines 
sont donnees dans «Chemistiy of protein conjugation and cross linking », S.S. Wong, CRC Press, 
1991. 

De pref6rence, la molecule biologique est m acide nucleique. 

Certains reactifs avantageux de Tinvention sont : 
a) de formule (10) : 




N2 



b) de formule (11) : 




c) de formule (12) : 




15 dans lesquelles : 

® represente H ou un groupe allcyle ou atyle ou aryle substitue, 

® represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 

par au moins une structure multimerique, 
» L est un bras de liaison comportant xm enchamement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes, 
20 et 

• n un nombre entier egal a 0 ou L 
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De preference, le reactif de marquage a la : 
a)fonnule(13) : 




5 b) formule (14) : 




dans lesquelles represente un groupe methyle ou phenyle, 

10 

Quels que soient la variante et le mode de realisation du reactit; L peut comprendre un 
motif -(NH-CH2-CH2)-, repete de 1 a 20 fois, preferentiellement de 1 a 10 fois, et encore plus 
preferentiellement de 2 a 5 fois. 

15 

Par « derive de Thydrazine », on entend une molecule possedant la fonction NH2-NH-. Le 
tosylliydrazine est un exemple d*un tel derive. 
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La traiisfomation de Thydi-azorie en diazomethyle est realisee par les methodes -usuelles, en 
particidier Toxydation par h/hiOz. 

D'aati-es methodes sont utilisables comme decrites dans X. Creary, Organic S3^atheses, 
Wiley: New York, Coll, Vol. Vn, p438-443, 1990; H. Zollinger, Diazo Chemistiy VCH, 
5 Weinheim, p34~47, 1995; T. L. Holton and H. Shechter, J. Org. Chem., 60, 4725-4729, 1995. 

Dans le cas de Tutilisation d'm derive tosylhydiazdne, la methode est decrite dans X. 
Creary, Organic Syntheses ; Wiley : New York, ColL Vol. Vn, p438-443, 1990, 

10 Dans un mode particulier de Tun quelconque des procedes de synthese, ledit procede 

comprend : 

® nne etape supplementaire de protection de la fonction cetone ou aldehyde (dans le cas ou est 
H) du compose (9), et 

• une 6tape supplementaire ulterieure de deprotection de ladite fonction cetone ou aldehyde. 
15 Cette protection est realisee par un groupement acetal par exemple. La deprotection est effectuee 
par un moyen approprie comme en milieu acide pour le gioupement acetal. L'homme du metier 
detemiine en fonction des composes a quelle etape de synthese ces deux etapes de protection et de 
deprotection interviennent. 

20 Dans le cas de ^amplification de signal, le procede de synthese est similaire a ceux evoques 

precedemment, Le precurseur du marqueur peut avoir la fomiule (17) ci-dessous. 

GPi-NH-(CH2)p 

y — COOH 
GPs— NH 

25 dans laquelle GPi et GP2 representent deux groupements protecteurs de fonction amine identiques 
ou differents et p est un nombre entier cbmpris entire 1 et 10, avantageusement 2 et 6 de preference 
4. Avantageusement, GPi et GP2 sont differents pour pouvoir additiouner plusieurs motifs comme 
cela est explique ci-dessous. 
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Des exemples de groupement protecteurs GPl ou GP2 utilisables dans la presente invention 
sont doimees dans T.W. Greene and P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 2*""' 
edition, John Wiley and Sons, New York, 1991, preferentiellement ceux couramment utilis6s en 
^fhfese peptidique comme Boc (tertiobutyloxycarbonyle), Fmoc (9- 
5 fluorenylmethyleneoxycarbonyle), Cbz (carboxybenzyle) ou Alloc (allyloxycaibonyle). 

En particulier GPl et GP2 sont respectivement les groupements protecteurs Boc et Fmoc. 



10 



La reaction entre ce precurseur qui possede une fonction carboxylique et le d6iiv6 de 
formvde (18), ci-apres a lieu en presence d'un agent de couplage pour former la liaison amide. 



Apres deprotection dans des conditions usuelles d'un des deux groupements protecteurs, par 
exemple Fmoc avec une base teUe que la piperidine, la fonction amine Iib6r6e est utilisee pour 
coupler une autre molecule de foimule (17). Ce processus est r6p6t6 autant de fois que necessaire 
pour obtenir une multitude de fonctions NH2 piot6g6 par un groupement protecteur par exemple une 
15 fonction Boc. Le motif est additionn6 antre une (1) et cent (100) fois, de preference entre une (1) et 
vingt(20)fois. 

On fait reagir de I'hydrazine sur la fonction cetone provenant du derive phenylcetone pour 
former une hydrazone puis on oxyde en presence de MnOa pour fomiei- un residu diazomethyle. Puis 
apres deprotection de la fonction amine portant le groupement Boc, un ttaceur, par exemple me 
20 biotine activee par un groupement N-hydroxysuccinimide, est couple sur les fonctions amines pour 
conduire k un r6actif dont le motif R^-(L)„- est celui de la foimule (5). 

C'est un autre objet de la presente invention que de dScrire un precede, ainsi qie les 
produits obtenus par ce precede, pour le marquage d'une molecule biologique, en particulier un 
25 acide nucleique, comprenant la raise en contact en solution, dans une solution homogene 
sensiblement aqueuse, d'une molecule biologique et d'un leactif de marquage selon I'invention. 
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Par « solution sensiblement aqiieuse », on entend une solution contenant au moias 50% 
d^eau. Cette solution contient de prefenence des sels conme une solution tampon. 

Par « solution homogenc », on entend une solution monophasique telle qu'une solution 
eau/DMSO par opposition a une solution biphasique telle qu'vme solution eau/cMoroforme. Les 
5 conditions pardculieres pour les reactions de niarquage varient en fonction des molecules biologiques 
et du niarqueur- En ce qui conceme les acides nucl6iques, wi pH compris entre 5 et 8 permet un 
marquage efficace. En particulier, un pH compris entre 5,5 et 7,0 est prefere pour Tensemble des 
reactifs de Tinvention. Avec le reactif de formule (1 1), la gamme de pH est plus large pour le 
marquage, Une bonne efficacite de marquage est obtenue pour un pH compris entre 3 et 8 pour ce 
10 reactif. 

Ce procede de marquage et de fragmentation est particulierement utile dans le cas ou Tacide 
nucleique marqu6 doit s'liybrider avec une multitude d*acides nucleiques, notamment 
oligonucleotides, fixes sur le support solide a une position predeterminee pour former une puce a 

15 ADN. Par "puce a ADN", on entend un support solide de dimension reduite ou sont fixes une 
multitude de sondes de capture k des positions predeterminees. En effet, la densite des acides 
nucleiques fLxes sur le support solide impose des contraintes steriques importantes lors de 
riiybridation et la fragmentation pemiet d'ameliorer cette etape d'hybridation. Des exemples de ces 
puces a ADN sont donnes par exemple dans les publications de G. Ramsay, Nature Biotechnology, 

20 16, p40-44, 1998; F. Ginot, Human Mutation, 10, pl-10, 1997; 1 Cheng et al, Molecular 
diagnosis, 1(3), pl83-200, 1996 ; T. Livache et al. Nucleic Acids Research, 22(15), p2915-2921, 
1 994 ; J. Cheng et al. Nature Bioteclmology, 16, p541-546, 1 998. 

La fi:agmentation et le marquage s^effectuent en une etape ou en deux etapes et le marquage 
25 pent s'effectuer indifFereniment avant, apres ou smiultanement avec la fi-agmentation. 

De preference, le marquage et la fi:agmentation s'effectuent simultanement c'est-a-dii*e que 
les reactifs necessaires a ces deux etapes sont mis ensemble en solution homogene sensiblement 
aqueuse avec Tacide nucleique par exemple. C'est notamment le cas pour la jSagmentation cliimique 
ou en2ymatique, Dans le cas de la fi:agmentation mecanique par un moyen physique, « marquage et 
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fiagmentatioh s'efFectuant smultanement » signifie que le moyen physique est appUque a une solution 
homogene sensiblement aqueuse conteiiant au moins les acides nucleiques et le reactif de marquage. 

La fragmentation de Facide nucleique s'effectue par voie enzymatique, chiniique ou physique. 
5 La fragmentation par voie enzymatique de Facide nucleique est reahsee par exemple par des 

nucleases. 

La fragmentation par voie physique de Facide nucleique est realisee par exemple par 
sonication ou par radiation. 

La fragmentation par voie chimique, si Facide nucleique est un ARN, est realisee par les 
10 methodes usueUes (voir par exemple Chem. Rev, 98, 961-990, 1998 de Oivanen M. et al\ 

Les complexes de metaux, tels que decrits dans la revue de G. Pratviel et al, Adv, Org. 
Chem., 45, p251-312, 1998 ou la revue a Pratviel et al, Angew. Chem, Int. Ed Engl, 34, p746- 
769, 1995, sent utiUsables pour la fragmentation de FADN ou FARN. 

Dans un premier mode de realisation, la fragmentation chimique d'ARN est realisee par des 
15 cations metalliques associes ou non a un catalyseur chimique. Dans ce cas, les cations metaUiques 
sont des ions M^^ Si^^ Ba^^ Pb^^ Zn^^ Cd"-^, Mn^^ Fe^^ Co^\ N]P^ Ru^ Ce^^, Eu^% Tb^% 
Tm^*", Yb^"" ou Lu^^ le catalyseur chimique est constitue par de Fimidazole, un analogue substitue, 
par exemple le N-methyl-imidazole, ou toute molecule chimique ayant ime affimte pour FARN et 
portant un noyau imidazole ou un analogue substitue. Les conditions de fragmentation a Faide de 
20 metaux sont bien decrites dans la demande de bievet WO-A-99/65926. Avantageusement, les 
metaux sont M^^ Mn^% Zn'^, Tb^"" ou Ce^ de preference Mg " \ Mxr", Zn^^. 

Des conditions efficaces de fragmentation sont obtenues avec une concentration en cation 
metallique comme Mn'''" enti-e 2 et 100 mM, une concentration en imidazole entre 2 et lOQmM. 

Des conditions specialement efficaces sont obtenues avec une concentration en cation 
25 comme Mri* comprise entre 3 et 15 mM, et une concentration en imidazole comprise entre 20 et 50 
mM, en particulier 30 mM. 

Le pH de la reaction doit etre legerement basique. Avantageusement, le pH est compris 
entre 8,5 et 9, ce qui represente un compromis Ires interessant pour realiser la combinaison 
marquage et fragmentation avec de FARN. 
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Daiis xm deiixierae mode de realisation, la fragmentation chimique de TARN est realisee par 
action d'une polyamine, comme la spennine, la putresceine on la cadaverine. Des concentrations de 
5 a 100 111^4 peimettent la ficignientation. Celle-ci est totale a partir de 10 mM de polyamine. 

Dans un troisieme mode de realisation, la fhagmentation cliimique de TARN est realisee par 
action d'une nuclease artificielle (voir G. Pratviel et al. Adv. Inorg. Chem.,45, p251-312, 1998; D, 
S. Sigman et al Chem. Rev,, 93, p2295-2316, 1993), comme la 1,10-phenanthrolane associee k^m 
cation metaUique comme le fer, le cuivre ou le zinc. Ces cations proviennent respectivement de 
FeS04 on CuCt on ZnCl en solution. Des concentrations entre 2 et 50 mM de 1,10-phenanthroline 
sont utilisees pour la fi-agmentation d'ARN en particulier entre 4 et 10 mM. 

La fragmentation par voie chimique de FADN est realisee en mettant en presence Tacide 
nucleique avec un moyen chimique de creation de site abasique. La formation d'un site abasique 
resulte de la coupure de la liaison N-glycosidique qui lie le sucre 2-desoxyribose a la base nucleique. 
II s'agit d'un depurination par la perte d'une purine (guanine, adenine), charg6e negativement, ou 
d'une depyrimidination dans le cas de la perte d'une pyrimidine (cytosine, thymine), chargee 
positivement. 

Cette depurination est spontanea dans des conditions physiologiques (pH 7,4 a 31^C) mais 
la Vitesse de la reaction est tres faible de I'ordi-e de 3.10"^^ depurination par seconde, c'est-a-dire 
inutUisable pour une fragmentation efficace. Pour augmenter la vitesse de reaction, on utilise des 
agents alkylants qui fragilisent la liaison N-glycosidique ou cfes uracile-ADN glycosilases sur des 
ADN incoiporant des uracyles. 

Le site abasique obtenu par depurination ou depyrimidation est tres instable. La 
fragmentation au niveau de ce site est obtenue a temperature ambiante en milieu basique. En milieu 
acide, la temperature elev6e accel&:e egalement cette fragmentation. L'utilisation de molecules 
capables d'initier le phenomene de (3 -elimination accelere aussi la fingmentation. 

Un mode prefere de realisation de la fragmentation est obtenu par Tutilisation d'un pH acide 
c'est-a-diie un pH iiiferieiir a 5. Avantageusement le pH est de 3. 

Un tampon formiate de sodium a pH 3 permet de fragmenter de maniere efficace selon 
I'invention. Ce tampon est compatible avec les conditions de noarquage en une etape comme cela 
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sera demontue dans les exemples. Encore plus avantageusement, nn milieu acide (HCl, carbonate, 
H2SO4) est utilise. 

Dans un mode paiticulier de la presente invention et dans le but d'augmenter encore la 
5 ftagmentation, Facide desoxyribonucleique contient au moins ime base modifiee susceptible de 
generer un site abasique plus facilement. 

Diverses bases modifiees sont utilisables coinme les N7-alkyl purines, les N3-alkyl purines, 
les 06-alkyl purines, les 8-bromopuiines, les 8-fhiopurines, les S-alkylthiopurines, les 8 azidopurines 
10 ou les 8-alkyIsuIfonyIpurines. 

Dans le cas ou Facide nucleique a marquer serait genere pai- une technique d'amplification 
enzymatique conme la PGR, Tutilisation d\me 8-bromopurine pennet d'avoir une incoipomtion 
efficace pendant ramplification, ce qui faciUte d'autant le precede de fiagmentation et de marquage 
15 selon I'invention, tout en conservant une sensibilite excellente pour Tetape d'amplification 
en2yniatique. 

La presente invention decrit une molecule biologique marquee et en puticulier un acide 
nucleique marque, susceptible d'dtre obtenu(e) par Fun quelconque des procedes selon Finvention. 

20 

La presente invention conceme aussi un kit de detection d'une molecule biologique, en 
particulier un acide nucleique cible comprenant uti reactif de marquage selon Finvention. En fonction 
des applications du Mt, d'autres elements comme par exemple, des moyens de lyse (micro- 
organismes et/ou cellules) et/ou des moyens de concentcation (comme de la silice ou des particules 
25 magnetiques) et/ou des moyens d'amplification en2ymatique sont incorpores dans le kit 

L'invention conceme Futilisation d'une molecule biologique marquee, en particulier un acide 
nucleique marque tel que defini ci-dessus, comme sonde de detection d'une molecule biologique 
cible, et en paiticulier d'un acide nucleique cible. 



1 er depot 

26 



L'invention conceme aussi I'utilisation d'mi acide nucleique tel que de&ii ci-dessus, comme 
cible marquee pouvant se fixer sur une sonde de capture. 

5 Pour peimettre la detection et/ou la quantification el^ou la purification de la molecule 

biologique cible, la molecule biologique marquee est capable de former un complexe avec la 
molecule biologique cible. A titre d'exemple, pour la mise en evidence d'uiie molecule cible de type 
acide nucleique, Facide micleique marque' est sufl5samment complementaire de la cible pour 
s'hybrider specifiquement en fonction des conditions de reaction, et notamment de la temperatai'e ou 

10 de la salinite du milieu leactionnel. 

Le precede de detection est applicable pour le sequenfage, le profil d'expression des ARM 
messagers ou le criblage de mutations a des fins de recherche ainsi que le criblage de drogues dans 
rindustrie pharmaceutique, le diagnostic de maladies infectieuses ou genetiques, le controle 
alimentaire ou industrieL 

15 La tendance en matieie de diagnostic et notamment pour les maladies infectieuses (SIDA ou 

Tuberculose par exemple) est de baisser le niveau de sensibilite, jusqu'a la detection d'une molecule 
unique dans un echantillon qui peut representer plusieurs millilitres dans le cas d'un prelevement 
liquide type sang ou urine ou liquide cephalo-rachidien. Ce niveau de sensibilite ne peut etre obtenu 
que si toutes les etapes depuis le prelevement de Techantillon jusqu'au rendu de resultat sont 

20 optimisees. Les differents moyeans de Finvention permettent cette optimisation sans difficulte car les 
reactifs;, methodes et proc6des de rinvention sont applicables de maniere tres large a differentes 
molecules biologiques. En particxdier dans le cas ou une etape d'amplification enzymatique est 
necessaire pour obtenir la sensibilite n^cessaire (infection virale ou bacterienne comme VIH, VHC 
ou Tuberculose), un precede de marquage el/ou de firagmentation^ comme decrit dans la presente 

25 iavention, perniet de ne pas aiffecter la sensibilite de la teclinique d'amplificatioUj soit parce qu'il n'est 
pas necessaire de remplacer les desoxyribonucleotides ou les ribonucleotides utilises dans la 
technique d'amplification enzymatique, soit parce ce que les ribonucleotides ou 
desoxyribonucleotides incorpores n*alterent pas la sensibilite. 
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La chimie de gi^ffage d&rite dans k piesente invention possede des caracteristiques telles, 
du point de vue reactivite et specificite, que d'autres applications sont deciites ci-apres : 
« Dans un premier mode de realisation, cette chimie de grefiage est appliquee a la fixation covalente 

d'acides nucleiques sur un support solide. 
^ Dans une premiere variante du procede, un precurseur de la fonction diazomethyle, tel une c6tone 
ou hydrazine comme decrit precedemment, est introduit pendant la synthese chimique et la 
fonction diazomethyle est introduite sur les addes nucleiques dans une deuxieme 6tape. 
« Dans une deuxieme variante pii6fe6e du procede, les fonctions diazomefhyles soat introduites sur 
le support solide et les acides nucleiques sont fixes sur le support solide par I'intemiediaire des 
phosphates des acides nucleiques et en particuUer des phosphates teiminaux (5' on 3'). 

L'introduction de phosphate a I'extremite 3' ou 5' des acides nucleiques est bien connue 
(voir « Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis and Properties » edite par S. Agmwal, 
Humana Press, Totowa, New Jersey). 



15 Dans un mode de realisation particulier d'un tel si^port soUde, un reactif de marquage 

portant un ligand, en particuUer un haptene comme la biotine ou I'abietene, est fixe sur le support 
solide sur lequel est fixe de maniere covalente ou par adsoiption un anti-Hgand, comme la 
streptavidine ou un anticoips par exemple. Ces supports solides sont bien connus dans I'etat de la 
technique et sont mgme commercialement disponibles (plaque de microtitotiorhstreptavidine ou 

20 latex-streptevidine par exemple). La fonction du marqueur n'est plus dans ce cas de perniettte la 
detection mais de pennettre la fixation du reactif de marquage sur le support solide. La fonction 
diazomethyle est alors disponible pour reagir sur des acides nucleiques. Les derives de fomiule (13), 
(14), (15) ou le d6rive PDAM sont des exemples de reactife utilisables pour la febrication d'un tel 
support solide. La technique des anticoips monoclonaux pennet de pr6parer des anticoips contre un 

25 grand nomhre de marqueur comme la fluoresceine ou un d6rxv6 du Cy5. L'homme du metier peut 
mettre en oeuvre un support soKde avec les r6actifs de marquage de la presente invention sans 
difiSculte excessive par ce mode de preparation indirect du support solide dans lequel une reaction 
Kgand/anti-Hgand est utilisee pour fixer la fonction diazomethyle sur le support solide. 
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Un deuxieme mode de realisation du support solide conceme les supports paiticulaires 
connne les latex. Differents modes de pohanerisation peuvent etre utilises pour prepai"er les 
particules portant une fonction diazomethyle a partir d'm monomere fonctiomiel polymerisable 
portant soit uae fonction diazomethyle soft preferentiellement une fonction precurseur de la fonction 
diazomethyle comme un aldehyde ou une cetone et notamment : 

® Polymerisation a reacteur ferme appelee « batch »: les monomei*es sont introduits dans le 
reacteuur avant le debut de reaction avec les autres ingredients et sans ajout ulterieur. En raison de 
la difference de reactivite des monomeres, ce precede conduft souvent a Fapparition d'une derive 
de composition. Celle-ci se manifeste par Tobtention de macromolecules ayant des compositions 
qui valient considemblement en fonction de la conversion. Cette methode est peu efficace poior 
Fincorporation en surface car une partie important© du monomere fonctionnel risque d'etre 
perdue soit a Tinterieur des particules, soft sous forme de polymere hydi-osoluble. Lorsque la 
copolymerisation est effectuee en «batch » avec des monomeres de nature polaire, on obtient 
des paiticules plus petites, en gi-and nombre, mais avec une conversion limitee. Ce comportement 
est lie a Timportante solubiHt6 dans Teau de ces monomeres, et il est attribu6 a la preponderance 
du mecanisme de nucleation homogene. 
^ Polymerisation en semi-continu : une partie au moins des monomeres est introduite dans le 
reacteiH- sur une periode comprise entre le debut de la reaction et la fin de celle-ci. Ce rajout pent 
etre effectue a une vitesse fixe ou bien suivant xm profil donne. Le but est de controler Faddition 
du melange de monomeres de fa^on a obtenir un copolymere de composition controlee (controle 
de la composition de Tinterface); c*est ainsi qu'on se place souvent dans des conditions 
d'addition telles que la vftesse de polymerisation soft plus grande que celle d'addition. 
• Polymerisation par addition differee appelee «shot » : une fois que la reaction de polymerisation 
est en coui^, le monomere fonctionnel seul, ou en presence du monomere de base, est introduft 
dans le systeme d'une fa^on controlee. Le succes de Foperation depend done du degre de 
connaissance prealable de la cinetique de copolymerisation. C'est une metliode efficace pour 
favoriser Fincorporation superficielle. La selection des conditions experimentales (degre de 
conversion au moment de Faddition, composition et concentration du melange des monomeres) 
permet d'optimiser les rendements de surface. 
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» Polymerisation sur semence : elle consiste a introduii*e le monomere fonctionnel dans le systeme 
contenant un latex deja constitiie et parfaitement caracterise. Le monomere fonctionnel pent etre 
additiomie seul on en melange avec le monomere de base de la semence, en me etape ou en 
semi-contina 

5 

Les techniques de polymerisation sur semence, polymerisation par addition diflferee, 
polymerisation en semi-continu sont preferees car elles conduisent a rni maximum d'incorpomtion du 
derive portant le precurseur de la fonction diazomefhyle en surface. Des exemples de particules 
portant des fonctions aldehydes sont donnes par exemple dans B. Charieux et al. Die 
10 Makromolecular Chem., 193, p 187 et p. 205, 1992 ou dans le brevet EP«B-0350.407. 

Un ti'oisieme mode de realisation du support solide consiste a disposer d\m support solide 
comprenant une premiere fonction reactive nucleophile ou electrophile, comme par exemple NHfc, 
SH, OH, O-NHo, alkylcetone, aldehyde, isocyanate, isothiocyanate, maleimide, halogenure d'alkyle, 
15 ester de N-hydroxysuccinimide, tosylate, puis a faire reagir un intemiediaiie de jfixation, comportant 
une fonction reactive complementaire de la premiere fonction reactive du support solide. Cette 
reaction entre le support solide et Tinteimediaiare de fixation s'effectue en presence, 6ventuellement, 
d*un agent de couplage pour former me liaison covalente. 

20 

Un tel support solide comprenant au moins une fonction diazometiiyle, selon les diff6rents 
modes de realisation decrits ci-dessus, en particulier un support solide sur lequel est fixe 
indirectement un reactif de marquage de Tinvention, est aussi un objet de la presente invention ainsi 
que le support soKde comprenant des acides nucleiques fixes sur le support solide par rintermediaire 
25 des fonctions diazomethyles. 

Une premiere application d'un tel support solide est la fabrication de puces a ADN. Des 
methodes existent pour repartir des acides nucleiques sur le SLipport solide en des positions discretes 
et predeterminees. 
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Le brevet US -A- 6, 110,426 propose une methode pour realiser ces puces a ADN a Taide 
d'lin capillaire que I'on met en contact sur una surface solide poui" deliwer un volume controle de 
liquide. Un contact effectif a lieu entre Textremite du capillaire et le support solide pour que la goutte 
se depose par capillarite. De mSme^ le brevet US-A-6,0S3,763 decrit un ensemble de capillaires 
5 coxalissant dans un dispositif de fagon a compenser les differences de hauteur de chacun d'eux, lis 
sont amenes au contact d'lme surface plane pour le depot par capillarite d*oligonucleotides 
specifiques. 

Le brevet US-A~6,083,762 propose une systeme de repartition de gouttes comprenant im 
microdispenseur couple a un transducteur piezo-electrique pour ejecter des volumes de goutte 

10 infeiieurs au nanolitre sur une surface solide. Un r6sultat semblable est obtenu en appliquant une 
source chaude sur la parol d'un capillaire poiar former une bulle qui ejecte un volume defini de 
solution (voir T. Okamoto et al., Nature Biotechnology, 18, p438-441 , 2000). 

La fonction diazomethyle permet ainsi de greffer de maniere covalente les acides nucleiques 
sur le support. Le greffege est simple, la liaison est stable, par rapport a Tadsorption notamment, et 

15 la selectivite de la reaction par rapport au phosphate terminal permet de realiser un couplage oriente 
de Tacide nucleique sui* le support solide, ce qui facilite d'autant les etapes d'hybridation ulterieui-es 
en diminuant rencombrement sterique. 

line deuxieme application d'un support solide selon Tinvention est la purification des acides 
20 nucleiques. 

Dans le cas de la purification, cette purification est soit directe (le support solide porteur de 
fonctions diazomethyle reagit avec les acides nucleiques a purifier) soit indirecte (des acides 
nucleiques de capture sont fixes sur le support solide). Ces acides nucleiques de capture sont 
suffisamment complementaires de la cible a capturer pour s'hybrider avec le degre de specificite 
25 souhaite et c'est le complexe « acides nucleiques de capture/support solide » qui permet la 
purification des acides nucleiques cibles. 

Le support solide est de preference sous forme dispersfe pour Tutilisation en purification 
comme des paiticules de latex, par exemple des particules magnetiques. 
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Par «6tape de purification », on entend notamment la separation entre les acides nucl^iques 
des micro-organismes et les constituants cellulaires relargu6s dans I'etape de lyse qui precede la 
purification des acides nucleiques. Ces 6tapes de lyse sent bien connues a titre d'exemple indicatif, 
on peut utiliser les methodes de lyse telles que decrite dans les demandes de brevet : 
5 - WO- A-00/60049 sur la lyse par sonication, 

- WO-A-00/05338 sur la lyse mixte magnetique et mecanique, 

- WO-A-99/53304 sur la lyse electrique, et 

- WO-A-99/15621 sur la lyse mecanique. 

LTionmie du m6tier pouna utiHser d'autres naethodes de lyse bien connues telles que les chocs 
10 thermiques ou osmotiques ou les traitements par des agents chaotropiques, tels que les sels de 

guanidium (brevet US-A-5,234,809). 

Cette etape permet generalement de concentrer les acides nucleiques. A titre d'exemple, on 

peut utiliser des particules magnetiques (voir a ce sujet les brevets US-A-4,672,040 et US-A- 

5,750,338), et ainsi purifier les acides nucleiques, qui se sont fix6s sur ces particules magn6tiques, 
15 par une 6tape de lavage. Cette etape de purification des addes nucleiques est particulierement 

interessante si I'on souhaite amplifier ulterieurement lesdits acides nucteiques. Un mode de realisation 

particulierement interessant de ces particules magn6tiques est decrit dans les demandes de brevet 

WO-A-97/45202 et WO-A-99/35500. 



Le terrae "support solide" tel quHitilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels peut gtre fixe 
un acide nucleique. Des materiaux de synthese ou des materiaux natuiels, eventuellement modifies 
chimiquement, peuvent etre utilises comme support solide, notamment les polysacdharides, tels que 
les materiaux k base de ceDulose, par exemple du papier, des derives de cellulose tels que I'ac^tate 
de cellulose et la nitrocellulose, ou le dextran ; des polymeres, des copolymeres, notamment k base 
de monomferes du type sfyrene, des fibres naturelles telles que le coton, et des fibres synthetiques 
telles que le nylon ; des materiaux mineraux tels que la silice, le quartz, des veixes, des ceramiques ; 
des latex ; des particules magnetiques ; des deiives metalliques, des gels, etc. Le support solide peut 
etre sous la foime d'lme plaque de microtitration, d'une membrane, d'une particule ou d'une plaque 
sensiblement plane de verre ou silicium ou derives. 
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L'invention conceme enfin un precede de captxa*e d'acides mcleiques conaprenant les 
etapes suivantes : 

® on dispose d'un support solide sur lequel est fixe directement ou indirectement au moins xme 
5 molecule compienant une fonction diazomethyle, 

® on met en contact m echantillon biologique susceptible de contemr des acides nucleiques fibres, 
et 

© on lave le support solide ou la (ou les) molecule(s) sent fixee(s) de maniere covalente au moins k 
un acide nucleique, 

10 

Des informations complementaires peuvent etre trouvees dans une autre demande de brevet 
de la Demanderesse, WO02/090584, deposee sous priorite du 4 mai 2001. 

Les exemples et figures ci-joints representent des modes paiticuliers de realisation et ne 
15 peuvent pas etre consideres comme limitant la portee de la pr6sente invention. 

La figure 1 repr6sente les formules developpees de difFerents reactife utilises dans la pr^sente 

invention ainsi que Fabreviation les designant (o- signifie ortho^ m- meta et p- para). 

La figure 2 represente la valeur moyenne du signal et le pourcentage de similarite de la rxh 
bio-TETA-PMDAM en fonction de sa concentration pour rpoB, 

20 

Exemple 1 : Svnthese du reactif de reference : mdta-^BioPMDAM : 

® Compose biotine me^a-acetoph.6none la : 

25 

On solubilise la D-biotine (1,0 gmmme (g), 4,1 millinioles (ramol)) dans 45 millilitres (mL) de DMF 
aiihydre a chaud. On refiroidit a 0°C sous argon, puis on ajoute successivement la N- 
methylmorpholine (590 microlitres (]iL), 5,33 mmol) et le chloroformiate d'isobutyle (840 |llL, 6,60 
mmol). On laisse sous agitation pendant 30 minutes (min), puis on ajoute la 3-aminoacetophenone 
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(824 mg, 6,10 nxmol) et la iV-melhylmotpholine (480 pJL, 4,35 mmol) dans 10 mL de DMF. La 
solution est maintenue sous agitation & 0°C pendant 2 heures (h), puis on 6vapore h sec. On reprend 
le r6sidu dans 3 mL de MeOH, puis on ajoute 50 mL d'eau. Le precipite obtenu est filtre, lave avec 
de I'eau, du CBoCk et de I'ether pom- doraier 1,2 g (80 %) de produit la bmt. Une recristallisation 
5 dans le couple MeOH-HaO donne la (1,01 g, 70 %) sous forme d'une poudre blanche. 

F ]45°C. - IR (KBr): 3280, 2931, 2857, 1691, 1590,1540, 1487, 1434, 1298, 1266 cm"'. - 
RMN 'H (300 MHz, DMSO-de) 5 = 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 2,33 (t, y = 8 Hz, 2 H) ; 2,55 (s, 3 H) ; 
2,58 ; (d, J= 12 Hz, 1 H) ; 2,83 (dd, J= 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,13 (m, 1 H) ; 4,15 (m. 1 H) ; 4,31 
10 (m, 1 H) ; 6,34 (s, 1 H) ; 6,41 (s, 1 H) ; 7,44 (t, 7 = 8 Hz, 1 H) ; 7,64 (d, 7 = 8 Hz, 1 H) ; 7,85 (d, 
y= 8 Hz, 1 H) ; 8,17 (s, 1 H) ; 10,05 (s, 1 H). - MS (FAB/glycerol), m/z: 362 [M+H]*. 

® Compose wefa-hvdrazone 2a : 



15 Une solution de la (500 mg, 1,38 mmol) et d'hydrazine monohydrate (200 jxL, 4,15 mmol) dans de 
I'efhanol absolu (8 mL) est chauffee i reflux pendant 2 h. Apres lefioidissement a temperature 
ambiante, le predpit6 blanc est filtre, lav6 avec de I'eau, puis avec de I'ether et seche. On obtient 
ainsi 385 mg (74 %) de produit 2a sous foime d'une poudre blanche. 

20 F 185°C. - IR (KBr) : 3298, 2931, 2857, 1698, 1665, 1626, 1541, 1494, 1470, 1446, 1330, 
1265 cm"'. - RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 5 - 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 1,98 (s, 3 H) ; 2,26 (t,/= 8 
Hz, 2 H) ; 2,56 ; (d, J= 12 Hz, 1 H) ; 2,81 (dd, J= 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,1 1 (m, 1 H) ; 4,13 (m, 1 
H) ; 4,29 (ra. 1 H) ; 6,39 (s, 3 H) ; 6,42 (s, 1 H) ; 7,22 (m, 2 H) ; 7,50 (d, 7 = 8 Hz, 1 H) ; 7,84 (s, 
1 H) ; 9,82 (s, 1 H). - MS (FAB/glycerol), m/z: 376 \Mmf. 

25 

• Compose me/g-diazomethane 3a : 

On solubilise 2a (180 mg, 0,48 mmol) dans 2 mL de DMF. On ajoute alois MnOs (340 mg, 3,9 
mmol). Apres 30 minutes d'agitation a temp&rature ordinaire, le melange est filtre a travers un 
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entomioil' firitte contenant de la celite (epaisseur : 0,5 cm) et des tamis moleculaires en poxidi'e 3 A 
(0,5cm). Le melange reactionnel est concentt'e jusqu'a im voliHime d'environ 0,5 mL, puis 5 mL 
d'ether sont ajoutes. Le piecipite resultant est filtre, lave a Tether puis seche, Le compose 3a (170 
mg, 95 %) est obtenu sous fonne d'uiie poudre rose, 

5 

F 160°C. - IR (KBr) : 3278, 2935, 2859, 2038, 1704, 1666, 1605, 1577, 1536, 1458, 1430, 
1263 cm ^ - RMN (300 MHz) 5 - 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 2,11 (s, 3 H); 2,28 (t, J = 8 Hz, 2 H); 

2,57 ; (d, 12 Hz, 1 H) ; 2,81 (dd, 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,11 (m, 1 H) ; 4,13 (m, 1 H) ; 4,29 
(m, 1 H) ; 6,33 (s, 1 H) ; 6,41 (s, 1 H) ; 6,60 (m, 1 H) ; 7,25 (m, 3 H) ; 9,84 (s, 1 H))- 

10 

Exemple 2 : Synthese da reactif N-(3.6,9"triammenonanvlVbiotinamide rBio-TETA) (1) : 

La D-biotine (2,80 g, 11,40 mnaol) est dissoute dans 30 mL de DMF anhydre. L'ajout du 
carbonyldiimidazole (1,5 eq. ; 2,78 g) provoque apres quelques minutes la fonnation d'un precipite. 
15 Api^s 30 min d'activation, la suspension qui resulte est ajoutee doucement sur la triethylenetetramine 
(2 eq. ; 5,00 g) en suspension dans 20 mL de DMF. La reaction est laissee 2h sur bain d'huile a 
60^C. 

Le produit est purifie par chromatographie flash sur gel de silice avec comme eluant 
CH2Cl2/MeOH/NH40H 20 : 80 : 3. Apres evaporation des fractions concemees, on obtient 1,94 g 
20 de produit en forme tfune poudre blanche (46 %). 

RMN-'H (200 MHz, DMSO- dg) 5 = 7,75 (s, IH, -NH-CO-) ; 6,40 (d, 2H, -NH- biot) ; 4,30 (t, 
IH, -CH- biot) ; 4,15 (d, IH, -CH- biot) ; 3,30 (m, 12H, -CH^-NH-) ; 3,11 (m, IH, -CH-^S-) ; 
2,8 (dd, 2H, -CH2-S-) ; 2,55 (m, 5H, -NH-CHs- & -NH2) ; 2,04 (t, 2H, -CH2-CO-) ; 1,52 (m, 
6H, -CH2-). 

25 

Acide N-(3'-acetovhenvl)-succinamiQue (ACBA) (2) 

La 3-aminoacetophenone (5,0 g ; 37 mmol) est dissoute dans 50 mL d'acetonitrile anhydre sous 
argon. On ajoute Tanhydride succinique (1,3 eq. ; 4,62 g) et on laisse r6agir une heure sous argon. 
Le produit 2 apparait en forme de precipite. Apres filtration et lavage a Tether du precipit6, on 
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obtient 7,29 g de poudre blanche (84 %). 

RMN-'H (200 MHz, DMSO-de) 5 = 12,10 (s, IH, -OH) ; 10,17 (s, IH, -NH-) ; 8,19 (s, IH) ; 
7,82 (d, IH) ; 7,66 (d, IH) ; 7,50 (t, IH) ; 2,56 (m, 7H, -(CHo),- et-CHs). 

^ ^-(^'-'^<^^tophenvl)-N '-{3.6-diamine-9-biotinovlaminononanvl)-^^ (Bio-frETA )-AP) 

L'ACBA (2) (1,03 g ; 4,39 mmol) est diKoute dans 20 mL de DMF anhydre sous argon. Le milieu 
est refix)idi dams la glace, et on ajoute successivement N-mefliylmoipholine (1,25 eq. ; 725 fiL) et 
cMorofomiiate d'isobutyle (1 6q. ; 690 jiL) : le milieu devient trouble apies 30 min. En paiaUele, la 

10 Bio-TETA (1) (0,8 6q. ; 1,94 g) est solubilisfe a chaud dans 50 mL de DMF et de tiiethylamine 
(0,8 6q. ; 750 fxL). EUe est ajoutee a I'ACBA activee k 0°C, pendant 30 min. On laisse ensuite a 
temp&ature ambiante sur la nuit La purification se fait par chromatographie flash sur gel de silice 
avec comme eluant CHaCt/MeOHy^lLOH 85 : 30 : 3. Les fi-actions contenant le produit 3 sent 
reunies et le solvant evapore. On obtient 1,01 g de soKde blanc en forme de paillettes (33%). 

15 RMN-'H (200 MHz, DMSO- da) 6 = 10,16 (s, IH, Ph-NH-CO-) ; 8,18 (s, IH) ; 7,97 (s, IH, - 
CO-NH-CH2-) ; 7,80 (d, IH) ; 7,85 (s, IH, -CH2-NH-CO-) ; 7,60 (d, IH) ; 7,43 (t, IH) ; 6,38 
(d, 2H, -NH- biot) ; 4,3 (t, IH, -CH- biot) ; 4,10 (d, IH, -CH- biot) ; 3,35 (m, 12H, -Ci^-NH-) ; 
3,10 (m, IH, -CH-S-) ; 2,80 (dd, 2H, -CH2-S-) ; 2,60 (s, 4H, -CH2-CO-) ; 2,55 (s, 3H, -CO- 
CH3) ; 2,50 (m, 2H, -CHa-CI^-CO-) ; 2,15 (m, 2H, -NH-) ; 1,40 (m, 6H, -CH2-). 

20 

N-f3'-(14ivdrazo?io-ethvl)~vhenvll-N'-r3.6 -diamine-9-hiotir^^ 
(Bio-(TETA)-Hv) (4\ 

La Bio-(rETA)-AP (3) (1,0 g; 1,71 mmol) est raise en suspension dans 25 mL d'elhanol a chaud 
(60°C). A reflux, on ajoute I'hydrazine monohydratse (9 eq. ; 750 ^L). La reaction est laissee a reflux 
25 pendant 2h, puis refroidie sur glace. Un pr^cipite se forme apres quelques moments. Les deux 
phases sont s^pat^es et le precipite est mis sous vide. On obtient 690 mg d'un solide floconneux 
(68%). 

RMN-'H (200 MHz, DMSO- d,) 3 = 9,95 (s, IH, Ph-NH-CO-) ; 8,0 (s, IH, -CO-NH-CH2-) ; 
7,90 (s, IH) ; 7,80 (s, IH, - CH2-NH-CO-) ; 7,5 (d, IH) ; 7,28 (m, 2H) ; 6,41 (s, IH, -NH- biot) 
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; 6,36 (d, 3H, -NH- biot & -NH,) ; 4,64 (t, IH, -CH- biot) ; 4,30 (d, IH, -CH- biot) ; 3,43 (m, 
12H, -CHj-NH-) ; 3,12 (m, IH, -CH-S-) ; 2,80 (dd, 2H, -CH2-S-) ; 2,60 (s, 4H, -CH2-CO-) ; 
2,50 (s, 3H, -CO-CH3) ; 2,10 (m, 2H, -CH2-NH-CH2-) ; 1,50 (m, 6H, -CH2-). 

]Sf-r3'-(I-diazo-ithvl)-phemll-N'-(3.6-diamine-9-biotinovlaminoi^^^ Cxa-Bio- 
rrETA)-PMDAM} (S) 

La Bio-(TETA)-Hy (4) (150 mg ; 250,4 jamol) est solubilis6e dans 1 mL de DMSO anhydre sous 
argon. On laisse reagir 30 minutes avec MnOa (s) (15 eq. ; 330 mg) puis on filtre sur fiittfe n°4 avec 
de la celite (0,5 cm d'epaisseur) et du tamis moleculaire 3 A (0,5 cm d'epaisseur). 100 fxL sont 
utilises pour la RMN avec ajout de 380 |iL de DMSO-de et 20 de methanol-d4. On ajuste le 
volume final k 4,5 mL avec DMSO anhydre et 4% de methanol. On aliquote dans une boite a gants 
sous Argon par 250 fxL. Le compose est rose fuchsia. Le degre de puret6 (contenu en diazomethyle) 
est controle par RMN *H et spectrophotometrie UV-vis (pic d'absorbance du diazomethyle a 516 
nm). 

RMN-'H (200 MHz, DMSO- de) 5 = 9,93 (s, IH, Ph-NH-CO-) ; 7,3 (s, 3H, H;„oma«qu«.) ; 6,6 (s, 
IH, H..omatiquc) ; 6,4 (s, IH, -NH- biot) ; 6,3 (s, IH, -NH- biot) ; 4,3 (t, IH, -CH- biot) ; 3,3 (m, 
12H, -CH2-NH-) ; 3,3 (m, IH, -CH-S-) ; 2,9 (dd, 2H, -CH^-S-) ; 2,5 (4H, -CH2-CO-) ; 2,1 (s, 
3H, -CH3) ; 2,0 (m, 2H, -CH2-NH-CH2-) ; 1,50 (m, 6H, -CH2-). 

Exemple 3 : Preparation des acides nuciaanes ADN et ARN ; 
Exemple 3.1 : Preparation des amplicons ADN : 

Les amplicons ADN sont generes par PGR a partir de cibles d'ADN g6nomique Mycobacterium 
tuberculosis 16S (ID""* copies comme cibles de depart) en utilisant le kit Fast Start de Roche, 0,2 
raM de chaque desoxyribonucl6otide (d-ATP, d-CTP, d-GTP, d-TTP), 0,3 nM d'amorces et 0,4 

p.L d'en2yme. 

Les paiametres de la PGR sont les suivants : 
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- 95°C : 4 mn puis 35 cycles (95°C : 30 sec ; 55°C : 30 sec ; 72°C : 30 sec) puis 4°C. 
Les amplicons sont analyses qualitativement par 61ectropliorese sur gel d'agarose (1,5%, TBE 
0,5X). Le volume depose est de 5 iiL et la noigration s'effectue durant 20 nui a 100 Volts (V)- La 
visualisation des produits PGR est realisee sous lampe UV apres coloration au bromure d'ethidium 
Les conditions pour la cultuie, I'extiaction des Mycobacteries ainsi que les amorces d'ampKfication 
sont donnees dans la demande de brevet WO- A- 99/65926. 

Example 3.2 : Preparation des AliN transcrits : 



10 Les transcriptions sont realisees a partir de cible PGR (fiagment de TARN 1 6S de Mycobacterium 
tuberculosis) en utilisant le kit MEGAscript d'Ambion : 7,5 mM de cliaque nucleotide (ATP, CTP, 
GTP et UTP) et 2 ^iL d'enzyme (ARN polymerase). Le temps d'incubation est de 3 heures (h) k 37 
°C. Les amorces d' amplification de la PGR portent uii promoteur de polymerase T3 ou T7, comme 
decrit dans la demande WO-A-99/65926 ou dans I'article J. Glin Microbiol. 37(1), p 49-55, 1999, 

15 ce qui permetderfealiser la transcription. 

Les transcrits sont analyses par electrophordse sur gel d'agarose (1,5% ; TBE 0,5X). Le volume 
depose est de 5 ^L et la migration s'effectue duiant 20mak lOOV. La visualisation des transcrits est 
realisee sous lampe UV api^s coloration au bromure d'ethidium. 

Des r6sultats identiques du point de ^^e de I'invention peuvent etre obtenus en utilisant d'autres 
techniques d'ampUfication comme la NASBA ou TMA, qui genemnt directement des ampUcotis 
ARN. 



20 
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REVENDICATIONS 




(Z-(CH2)p)^-CL)„-Y— X 




5 




par au moins ime structoe multimerique, 
^ L est m bras de liaison comportant un enchaSiiement lineaiie d'au moins deux liaisons covalentes 



SR, NR2, K NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 
CO-NH-(CH2)3-(0~CH2-CH2)4~CH2-NH-R^ avec R - alkyle ou aryle. 



© A est im bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 

15 conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier compris entre 
0 et 2, preferentiellement de 0 ou 1, 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH2O-, "CH2S-, 

• -Z- represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -0-, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 1 0, preferentiellement entre 1 et 3, et 
20 • p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 



10 



et nxm nombre entier egal a 0 ou 1, 
® R^ et R"^ representent iadependamment Fun de Tautre : H, NO2, CI, Br, I, R^ -(L)n-Y-X-, OR, 



2, Reactif de marquage, selon la revendication 1, de formule (1) : 
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39. 



R?-(]SIH-(CH2)p)^-CLVY— 

Y 

N2 

dans laquelle : 

» R' repr^sente H ou un groupe aU<yle, aryle ou aiyle substitue, 

• represente un marqueur detectable ou au moins deux irarqueuis detectables relife entre eux 
5 pat- au moins une stmcture niultimerique, 

9 L est un bras de liaison comportant un eachaSaeraent lin^aiie d"au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombie entier egal a 0 ou 1, 

• R^ et R* representent indepetidamment I'un de I'aube : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)n- Y-X-, OR 
SR, NRa, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 

10 C0-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R2 avec R = alkyle ou aiyle, et 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH2O-, -CH2S-, 

• "1 est un nombre entier compris enti-e 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, et 
» p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 



3. R^actif, selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise par le fait que p 
est inJ^eur ou 6gal a m. 

4. Reactif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, de fortnule (2) : 

R?-(]SiK-Cfi2-GH2)q-C£)^Y— X-^^ r1 

R^^f 

20 dans laquelle : 

• R' represente H ou un groupe alkyle, aiyle ou aiyle substitue, 

• R^ represente un marqueur d6tectable ou au moins deux maiqueure detectables relics entre eux 
par au moins une stmcttu'e multim6rique. 
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® L est un biBS de liaison compoitaiit un enchainement lineaii'e d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1 , 

9 et Kf repx^senteiit iiidependainnient Vmi de Tautre : H, NOo, CI, Br, F, I, R~ -(L)n- ^"^-X-, OR, 
SR, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-.CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 
C0-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R2 avec R = allcyle ou aryle, et 

• q est un nombre entier compris enti*e 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3 

5. Reactif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, de formule (3) : 



10 dans laquelle : 

• R' represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substifci6, 

• represente vm marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 
par au moins une structure multimerique, 

• L est un hras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
15 et n un nombre entier 6gal i 0 ou 1, et 

« et R* representent independairanent Fun de I'auti-e : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)n-Y-X-, OR, 
SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 
CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R^ avec R = alkyle ou aryle. 

20 6. Reactif, selon la revendication 5, caiaclerise par le feit que R^ est consitut6 par un residu 

D-Biotine de fomaule (4): 

O 

•• A . 
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7. Reactif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise par le fait que Bl 
est consitute de : CH3, et et R^ repiesentent chacun : H 



5 8. Reactif, selon Fime quelconque des revendications 1 a 7, dans laquelle la structurc -(L)n 

est constituee par : 

® la spermine ou N,N»-Bis(3-ariiinopropyl)-- 1,4-diaimriobutane : NH2-(CH2)3"NH-CCH2)4-NH- 

(CH2)3-NH2. ou 

^ la spemiidine ou N--(3~an3inopropyl)- 1 ,4-butandiainine : H2N-(CH2)4"NH-(CH2)3-NH2, ou 
10 ^ mi derive contenant im motif alanine : NHb-CH2-CH2-COOH. 

9, Reactif de marquage stable a la temperature de fonnule (6) : 



,2 



^4 



dans laquelle : 

15 • represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

« R^ represente un marqueui- detectable m au moins deux marqueure detectables relies entre eux 
par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainemetit lindaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1 , 

20 • R^ et Rf representent independamment I'un de I'autte : H, NOa, CI, Br, F, I, R^ -(L)„-y-X-, OR, 
SR, NR,, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 
C0-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2)4-CH2-NH-R2 avec R = alkyle ou aiyle, 

• A est un bras de Haison comportant au raoins une double Haison covalente pennettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier compiis enlre 

25 0 et 2, preferentiellement de 0 ou 1, 

• -Y-X- repr&ente -CONH-, -NHCO-, -CH2O-, -CH2S-, 

• -Z- represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -0-, 
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* m est im nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, et 
® p est im nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 

10. Reactif de marquage, selon la revendication 9, de formule (7) : 

No 

n 

dans laqueUe : 

® represente H ou nn gi-oupe alkyle, aryle ou atyle substitue, 

® Br represente im marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre eux 
par au moins une structure multimerique, 
10 ® L est un bras de liaison comportant un oichafiiement lineaire d*au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1, 
o R^ et R"* representent independamment Fun de I'autre : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)n- OR, 
SR. NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-N&(CH2)3-(0-CH2-CH2)3-CH2^NH-R-, - 
CO-NH~(CH2)3-CO-CH2-CH2)4-CH2-NH-R- avec R = alkyle ou aryle, 
15 ® -Y-X- represente --CONH-, -NHCO-, -CHoO-, -CH.S-, 
* "Zr represente -NHCO-, -CONH- ou -O-, 

» m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pi^ferentieUement entre 1 et 3, et 
® p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3. 

20 11. Reactif, selon Fune quelconque des revendications I a 10, caracterise par le fait que L 

comprend un motif -(O-CH2-CH2)-, r^pete de 1 a 20 fois, preferentiellement de 1 a 10 fois, et 
encore plus preferentiellement de 2 a 5 fois, -Z- etant alors represente par -NH-, -NHCO- ou - 



25 12. Procede de synthese d'un reactif de marquage, selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 11, comprenant les etapes suivantes : 
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a) on dispose d'un naiqueur on d'un precurseur de maiqueur poss6dant une fonction 
reactive R^, 

b) on dispose d'un bras de liaison de fomiule (8) : 

E.7_(Z_(CH2)p)t3a-B:^ 

5 dans laquelle : 

e -Zr represente -NH-, -NHCO-, -CONH- ou -0-, 
o m est un nombre entier compris entre 1 et 10, pr^ferentiellement entre 1 et 3, 
» p est un nombre entier compris entre 1 et 10, preferentiellement entre 1 et 3, 
® R' et R^ representent deux fonctions reactives identiques ou differentes, 

0 c) on fait reagir ensemble la fonction reactive R^ dudit marqueur ou precurseur de 

marqueur avec la fonction R' du bras de Uaison de formule (8) en presence d'au moins un agent de 
couplage pour former une liaison covalente, R* et R! etant comptementaires, 
d) on dispose d'xin d&ive de forraule (9) : 



o -b} 

Y 




15 dans laquelle : 

• R' represente H ou un groupe aUcyle on aryle ou aiyle substitue, 

• L est un bras de Kaison comportant un encha&iement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier egal a 0 ou 1 , 

• R^ et R* representent independamment I'un de 1' autre : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L^-Y-X-, OR, 
20 SR, NR2, R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CHa)3-(0-CH2-CH2)3-CH2-NH-R^ - 

C0-NH-(CH2)3-(0-CH2-CH2VCH2-NH-R2 avec R = alkyle ou aiyle, 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH2O-, -CH2S-, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double Haison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazomethyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier egal a 
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0 ou 1 , et 

^ represente -uiie fonction reactive complementaire de R^ 

e) on fait reagii* eiiseixible la fonction reactive du derive de fomuie (9) avec la fonction 
du bras de liaison de foimnle (8) en presence d'au moins nn agent de couplage pour former une 

liaison covalente, 

f) on fait reagii- Thydxazine ou un de ses derives sur la fonction cetone ou ald6hyde pour 
former une hydrazone, et 

g) on transforme Fhydrazone en fonction diazomethyle a Taide d'un traitement approprle. 

13. Precede de synthese, selon la revendication 12, caracterise par le fait qu'il comprend : 
® une etape supplementaire de protection de la fonction cetone ou aldehyde du compose (9), et 
® une etape supplementaire ulteriem*e de deprotection de ladite fonction cetone ou aldehyde. 

14. Precede pour le marquage d'une molecule biologique, en particulier un acide nucleique^ 
comprenant la mise en contact en solution homogene, dans un tampon sensiblement aqueux, d*une 
molecule biologique et d'un reactif, obtenu selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 L 

15. Molecule biologique marquee susceptible d'etre obtenue par le procede, selon la 
revendication 14. 

16. Precede de marquage et de fi-agmentation d'un acide nucleique simple ou double brin 
comprenant les etapes suivantes : 

^ fragmenterracide nucleique, 

® attacher un marqueur sui* au moins un des fragments par I'intermediaire d'un reactif de marquage 

choisi parmi les reactifs, obtenus selon Fune quelconque des revendications 1 a 1 1, 
ledit reactif se couplant de maniere covalente et majoritaire sur au moins un phosphate dudit 
fragment. 
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17. Precede, selon la revendication 16, caracterise par le fait que le i^ctif de maixjuage 
est choisi pamoi les compos6s de formule (3) : 

Mb 

dans laquelle : 

5 ^ R' represente H ou m groupe alkyle, aryle ou aiyle substitue, 

- i^presente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables i^lies eatre eux 
par au moins une structure multimerique, 

- L est un teas de liaison comportent un enchaSaement lineaire d'au moins deux liaisons covalentes 
et n un nombre entier a 0 ou 1 , et 

10 • r3 et R* representent ind^endamment I'un de I'autte : H, NO2, CI, Br, F, I, R^ -(L)„-Y-X-, OR 
SR, NR., R, NHCOR, CONHR, COOR, -CO-NH-(CH,)3-(0-CH.-CH.)3-CH2-NH-R^ - 
CO-NH-(CH2)3-(0-CH2-CHa)4-CH2-NH-R2 avec R = alkyle ou aiyle. 

18. Procede, selon I'une quelconque des revendications 16 ou 17, caracterise par le fait 
15 que la fragmentation et le marquage sont effectu6s en deux etapes. 

19. Proced6, selon I'une quelconque des revendications 16^17, caracterise par le fait que 
la fiagmentation et le marquage sont efFectu6s en une etape. 

20 20. Procede, selon I'un quelconque des revendications 18 a 17, camcferise par le fait que 

le marquage s'eflFectue en solution liomogene sensiblement aqueuse. 

21 . Procede, selon I'une quelconque des revendications 1 6 a 20, caracteris6 par le fait que 
la fiagmentation s'effectue par vde enzymatique, physique ou chimique. 
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22. Acide iiucleique marque susceptible d'eti*e obtenu par le procede, selon Pime 
quelconque des revendications 16 a 21. 

23. ICit de detection d'uti acide nucl6ique cible comprenant un acide nucleique marque, 
5 selon la revendication 22. 

24. Support solide sur lequel est fibce un reactif, selon Tune quelconque des revendications 

1 a 11. 

10 25. Procede de captui*e d'acides nucleiques comprenant les etapes suivantes : 

® on dispose d'un support solide sur lequel est fixe directement ou indirectement au moins une 
molecule biologique, selon la revendication 15, ou un acide nucleique, selon la revendication 22, 
la molecule biologique ou I'acide nucl6ique comprenant une fonction diazomethyle, 
® on met en contact un echantillon biologique susceptible de contenir des acides nucleiques libres, 
15 et 

© on lave le support solide ou la (ou les) molecule(s) sont fixee(s) de maniere covalente au moins a 
un acide nucleique. 
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Figure 1 
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